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甘油 浓度 对 蓝 狐 精 子 深 低温 冷冻 保存 的 影响 
及 冻 融 前 后 精子 的 超 微 结构 
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摘要 : 人 工 采 取 8 只 优质 芬兰 雄性 蓝 狐 的 精液 ， 分 别 利 用 2% 、4% 、6% 和 89» HWRE WIR - Tris -R 
糖 - 术 榜 酸 钠 稀释 液 进行 稀释 ， 制 成 细 管 冻 精 。 在 冻 融 后 0、0.5、2、4、6h 检测 4 种 浓度 组 的 精子 运动 度 、 
质 膜 完整 率 、 顶 体 完整 率 ; 并 利用 透射 电镜 观察 冻 融 前 后 精子 的 超 微 结构 变化 。 冻 融 后 0h，4% 甘 油 浓度 组 冻 
融 精 子 的 运动 度 、 质 膜 完 整 率 、 顶 体 的 完整 率 均 最 高 OIA 41.896. 43.696. 48.490), 290 TR ERAR (A 
HIA 24.5%., 27.695. 31.799); 随 着 检测 时 间 延 长 ，2% 与 4% 组 的 精子 特性 差异 显著 , 但 2%、6%、8%3 个 
组 间 差 异 不 显著 ; 6h 时 各 组 间 精 子 的 运动 度 均 不 超过 10% ， 最 高 质 膜 完整 率 和 顶 体 完整 率 分 别 为 11.8%、 
12.7%。 说 明 蓝 狐 精液 稀释 剂 中 甘油 的 适宜 浓度 应 为 4 多， 冻 融 后 精子 的 活力 维持 时 间 较 短 。 蓝 狐 精 子 冻 融 过 
程 中 质 膜 极 易 发 生 膨 账 或 断裂 、 顶 体 陡 泡 化 或 溃散 ， 而 质 膜 和 顶 体 丢 失 现 象 较 少 。 
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Effects of Glycerol Concentration on Semen Cryopre- 
servation in Blue Foxes and Ultrastructure of Sperma- 
tozoa Subjected to the Process of Freezing-thawing 
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Abstract; Eight high quality male blue foxes from Finland were chosen for semen collection by digital manipulation 
and diluted with the extender I. The diluted sperm were divided into four fractions and the same volume of the extender 
II containing glycerol was added to reach the final glycerol concentration of 2%, 4%, 695, 8% (v/v) , respectively. 
After equilibrated for 2 h at 5 'C. Semen samples were packed in 0.5 mL plastic straws and frozen on a rack 5 cm above 
liquid nitrogen and thawed at 70 © for 9 s. Before and after freezing-thawing, not only the effects of different concentra- 
tions of glycerol on changes of spermatozoa characteristics but also the alterations of ultrastructure of spermatozoa by Trans- 
mission Electron Microscope were studied. The results showed, the motility and plasma membrane integrity of spermato- 
zoa together with the percentage of intact acrosomes were related to the dose of glycerol. All these characteristics reached 
the highest in the fraction that the final glycerol concentration was 4% (41.8%, 43.6%, 48.496) and the lowest ap- 
peared in the fraction of 2% (24.595, 27.6%, 31.7%). Along with the extension of incubation, characteristics of 
spermatozoa in both fractions of 2% and 4% were significant differences while the differences between 2%, 6% and 8% 
were insignificant. After 6 hours, the motility of each fraction was not more than 10% while the highest viability and the 
percentage of intact acrosomes were 11.8% and 12.7% respectively. The optimum concentration of glycerol was 4% in 
the extenders of freezing spermatozoa for blue fox. The living time of spermatozoa subjected to the process of freezing and 
thawing was short. The plasma membrane was expanded extremely or broken and the acrosome was vesiculated or dis- 
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persed while plasma membrane and acrosome seldom lost . 
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HIM (Alopex lagopus) 又 名 北极 狐 ， 其 皮 张 是 
BERRES EIMA T REH fi Ph 
似 ,冷冻 过 程 中 对 低温 损伤 的 抗 性 较 弱 ， 解 冻 后 精 
子 运动 度 下 降 ， 受 孕 率 及 胎 仔 数 均 低 于 自然 繁殖 
(Farstad，1996)。 因 此 在 实际 生产 养殖 中 普遍 采用 
鲜 精液 稀释 后 就 人 工 授精 的 方式 繁殖 ， 并 未 采用 冻 
精 。 国 内 外 有 关 芯 狐 精 子 深 低 温 冷冻 保存 及 冻 精 人 
工 繁殖 的 研究 仍 处 于 探索 阶段 ， 尤 其 适宜 的 稀释 
剂 、 防 冻 剂 、 冷 冻 程序 及 解冻 程序 等 是 目前 吸 待 解 
决 的 问题 。 

甘油 广泛 用 于 家 冀 精 子 的 冷冻 保护 剂 中 ， 研 究 
证 实 甘 油 对 精子 有 毒害 作用 (McLaughlin et al, 
1992), 其 至 对 精子 膜 结构 也 有 毒害 作用 (Ham- 
merstedt et al，1990) ， 因 而 甘油 作为 保护 剂 的 最 佳 
浓度 应 该 是 有 效 协 调 好 保护 作用 和 毒害 作用 时 的 浓 
度 。 在 不 同 动物 精液 冷冻 稀释 剂 中 甘油 的 添加 量 各 
不 相同 ， 甚 至 在 犬 科 动 物 中 甘油 的 浓度 亦 存在 一 定 
差异 (Olar et al, 1989; Fontbonne et al, 1993; 
Peña et al, 1998, 2003; Hewitt et al, 2001; Car- 
doso et ai，2003)。 对 蓝 狐 而 言 ， 精 液 冷 冻 稀 释 剂 
中 甘油 的 适宜 浓度 还 未 完全 定论 ， 有 的 研究 者 认为 
在 2% ~10% (v/v) (Hofmo & Berg, 1989); 有 的 
缩小 了 其 范围 为 2% ~ 4% (Farstad et al, 1992a, 
b)。 本 文通 过 对 蓝 狐 精 子 冻 融 后 不 同 培养 时 间 精 子 
特性 变化 的 研究 ， 探 讨 不 同 浓度 甘油 对 冻 融 精子 的 


作用 ， 从 而 筛选 出 有 利于 蓝 狐 精 子 冷 冻 保 存 的 最 佳 
甘油 浓度 ; 并 利用 透射 电镜 观察 精子 冻 融 前 后 超 微 
结构 的 变化 ， 为 蓝 狐 人 工 授精 繁殖 机 制 的 建立 提供 
科学 依据 。 


1 材料 和 方法 


精液 采集 

在 繁殖 期 用 手 按摩 法 分 别 收集 8 只 年 龄 3~5 
岁 、 具 有 繁殖 史 的 优质 芬兰 雄性 蓝 狐 (1999 年 从 
芬兰 引进 ) 第 二 次 射出 的 精液 作为 样品 ， 在 37 CC 
下 迅速 送 回 实验 室内 。 在 精液 经 纱布 过 滤 除 去 胶体 
杂质 后 ， 立 即 检查 精子 质量 。 在 每 次 收集 到 的 多 份 
样品 中 ， 选 取 运 动 度 、 质 膜 完 整 率 及 顶 体 完整 率 均 
高 于 95% 、 密 度 在 6 x 108 个 [mL 以 上 的 样品 进行 
实验 。 

1.2 精子 冷冻 

1.2.1 精液 稀释 ”为 减少 蓝 狐 不 同 个体 间 精子 特 
性 的 差异 所 产生 的 实验 误差 ， 在 处 理 前 先 将 采集 的 
精液 混合 。 混 合 精 液 在 室温 下 300 g 离心 10 min, 
弃 去 上 清 液 ， 用 稀释 剂 I 进行 2 倍 体积 稀释 ; 再 把 
稀释 后 的 精液 分 成 4 组 ， 每 组 中 分 别 加 入 等 体积 不 
同 甘 油 浓度 的 稀释 剂 卫 ， 然 后 置 于 5 抑 冰 箱 内 平衡 
2 h。 调 制 稀释 剂 的 pH 值 至 接近 蓝 狐 精液 的 pH 值 ， 
有 具体 成 分 及 配方 见 表 1 (成 分 参考 Farstad et al, 
1992a; 果糖 柠檬 酸 三 钠 等 成 分 的 剂量 为 本 研究 组 


1.1 





R1 蓝 狐 精液 冷冻 稀释 液 的 组 成 
Table 1 Composition of extenders for blue fox sperm freezing 
成 分 稀释 液 I 稀释 液 有 

Component Extender I Extender [I 
三 羟 甲 基 胺 基 甲 烷 Tris. (g/100 mL) 2.4 一 
卵黄 Egg yolk (mL/100 mL) 20 20 
果糖 Fructose (g/100 mL) 3.9 3.8 
柠 样 酸 三 钠 Citric acid (g/100 mL) 1.8 一 
甘油 Glycerol (9 mL/100 mL) 一 4. 8. 12, 16? 
HER Penicillin (IU) 1.200.0 1.200.0 
蒸馏 水 Distilled water? (mL) 100.0 100.0 
pH 6.80 6.80 


T 蒸 饮水 定 容 100 mLi2 甘 油 最 终 浓 度 (v/v) 分 别 为 2、4、6、8。 


D Final volumes for all diluents after dissolving the ingredients are 100 mL; Final concentration of 


glycerol is 2, 4, 6, and 8 (v/v), respectively. 
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筛选 )。 药 品 中 Hoechst 33258 W., CTC Xe. 
PVP-40 均 购 于 美国 Sigma 公司 ， 果糖 、Tris、 甘 油 、 
柠檬 酸 钠 等 其 他 试剂 均 为 上 海 化 学 试剂 公司 产品 。 
1.2.2. 细 管 冻 精制 备 及 解冻 ” 镜 检 平衡 后 精液 的 
密度 种 精子 运动 度 ， 运 动 度 保持 在 90% 以 上 的 留 
用 。 用 0.5 mL 的 聚 乙 烯 细 管 分 装 平衡 后 的 精液 ， 
封口 机 封口 。 然 后 将 细 管 水 平 摆 放 在 预先 准备 好 的 
细 管 支架 ( 距 液 气 水 平面 5 cm) b, xp 
aiii, TEIROMUSD LE ZR 9s 后 ， 迅 速 将 细 管 装 人 液 
氮 中 保存 。 解 冻 时 取 500 mL 大 烧杯 ， 倒 人 70 CH 
水 ， 取 出 液 氮 中 保存 的 细 管 ， 在 室温 下 停留 10 min 
后 ， 迅 速 置 于 烧杯 温水 中 并 慢 慢 搅动 。9 s 后 待 精 
液 完 全 溶解 时 ， 迅 速 取出 细 管 ， 剪 开 两 端 ， 将 精液 
添加 到 0.5 mL、22 ~ 24 扣 的 解冻 液 中 ;并 将 含有 
精液 的 解冻 液 置 人 CO» 培养 箱 内 ，37 "CAR VE Fd 
养 。 

随后 检测 精子 运动 度 及 质 膜 完整 率 。 解 冻 液 为 
BTS 解冻 液 (Pursel & Johnsonl1，1975$)， 但 把 葡萄 
糖 改 换 为 果糖 ， 浓 度 不 变 。 
1.3 精液 的 固定 

分 别 取 鲜 精液 及 不 同 甘 油 浓度 稀释 剂 冻 融 后 的 
精液 各 0.5 mL，300 g 再 次 离心 10 min， 并 去 上 清 
液 。 其 沉淀 分 别 加 入 2 mL 2.5% 的 友 二 醛 国定 液 
(0.1 mol/L 二 甲 申 酸 盐 缓 冲 液 ，pH 7.4) 固定 ，5 
% 条 件 下 避 光 保存 以 备 检 测 。 
1.4 电镜 样品 的 制备 及 检测 

所 有 电镜 样品 的 制备 过 程 均 与 Hofmo & Berg 
(1989) 方法 相似 ， 但 在 300 g, 5 CHEFA, 
以 防 精子 膜 结构 的 机 械 损伤 。 样 品 用 2 色 钱 酸 双 重 
固定 ， 经 脱水 、 渗 透 后 ，Epon 812 树脂 包 埋 ，UL- 
TRACUTE 型 切片 机 (HAJ) 切片 ， 日 本 产 H-600 
型 TEM 观察 精子 结构 。 
1.5 ” 冻 融 前 后 精子 质量 测定 
1.5.1 精子 运动 度 的 测定 ”在 冻 融 精子 培养 0、 
0.5, 2. A4, 6h 时 ,分 别 取 各 实验 组 中 的 冻 融 精液 
SOpL 放 入 1 mL RAWY, Æ 37C PRETI 5 min。 
从 中 再 取 20 uL 滴 在 保温 37 C BS rf 8 LT SOC E, 
盖 上 凌 玻 片 ， 在 AO 倍 相差 显微镜 下 观察 6 个 视野 ， 
重复 5 次 ， 每 次 检测 200 个 精子 并 计算 精子 运动 度 
(直线 加 曲线 运动 的 精子 占 全 部 精子 的 百分率 )。 
1.5.2 精子 质 膜 完整 率 及 顶 体 完整 性 的 检查 K 
用 CTC-Hoechst 33258 活体 荧光 染料 联合 染色 法 检 
测 精 子 质 膜 完 整 率 及 顶 体 完整 率 (Harayama et al, 


2000)。 取 出 50 pL 精液 用 1 mL RES RR FER, TE 
37 C FIFA 20 min。 取 200 uL 精子 悬浮 液 与 196 uL 
PBS 相 混 合 ， 然 后 加 入 4 pL Hoechst 33258 染 液 。 
混 匀 后 避 光 室温 染色 3 min, TE 1.5 mL 离心 管 中 放 
人 1mL 3% 的 PVP-40 溶液 ， 再 把 染色 精液 轻 轻 铺 
在 PVP-40 溶液 上 ，500 g 离心 6 min, X E ES 
Jit 200 uL PBS 悬浮 离心 后 沉淀 下 来 的 精液 ， 再 加 入 
200pL CTC (750 um), iR ^]/E HI GE EE 30 s。 然 
li. BELA 36 uL 12.5% 的 多 聚 甲醛 溶液 ， 混 匀 。 
取 15 pL 精子 悬 液 ， 加 入 等 量 增光 剂 ， 混 匀 后 加 盖 
片 ， 用 无 色 指 甲 油封 片 ， 避 光 保 存 并 尽快 用 荧光 显 
微 镜 观 察 记 数 。Hoechst 33258 e t E ERIE T 
ALERE, MATE REJ CTC 荧光 染料 能 
着 色 精 子 顶 体 ， 根 据 精 子 头 部 亮 黄 绿色 荧光 的 有 无 
及 亮 暗 程度 ， 头 部 出 现 亮 黄 绿色 荧光 的 精子 为 顶 体 
完整 的 精子 。 用 血细胞 计数 器 计数 200 个 精子 ， 重 
复 5 次 , 计算 精子 质 膜 完整 率 和 项 体 完整 率 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 甘 油 浓度 稀释 液 对 解冻 后 蔓 狐 精子 运动 

度 、 质 膜 完整 率 及 顶 体 完整 率 变化 的 影响 

冻 融 后 不 同 检测 时 间 、 不 同 甘 油 浓度 稀释 液 中 
精子 的 特性 不 同 ( 表 2)。 冻 融 后 Oh 时 : 4% 甘 油 
浓度 组 的 精子 运动 度 、 质 膜 完整 率 、 顶 体 完整 率 均 
最 高 (41.8%、43.6%、48.4%)，2% 浓 度 组 的 最 
低 (24.5%、27.6%、31.7%)， 两 组 间 均 差异 极 
显著 (P<0.01); 此 外 ,除了 2% 与 6% 浓度 组 精 
子 质 膜 完整 率 差异 显著 (P <0.05) 外 ， 其 他 各 浓 
度 组 间 精 子 特性 无 显著 差异 。 随 着 检测 时 间 延 长 ， 
各 组 精子 特性 的 数值 均 有 不 同 程度 的 减少 。2 h 时 : 
2% 与 4% 浓 度 组 精子 特性 的 差异 显著 (P. < 0.05)， 
其 他 浓度 组 间 差 异 不 显著 。6 h 时 : 4% 浓 度 组 冻 融 
精子 运动 度 、 质 膜 完整 率 及 项 体 完整 率 显著 高 于 其 
他 浓度 组 ， 而 其 他 3 个 组 差异 不 显著 ; 所 有 组 具有 
运动 度 的 精子 均 不 超过 10%， 最 高 质 膜 完整 率 
(11.896) 和 项 体 完整 率 (12.790) 也 较 低 。 
2.2 冻 融 后 蓝 狐 精子 头 部 膜 结构 的 变化 

TEM 镜 下 未 冻 融 的 精子 质 膜 完整 ， 外 缘 较 光 
滑 ， 可 延伸 到 赤道 段 直接 与 顶 体 后 帽 相 连 ， 无 膨胀 
现象 ; 顶 体内 外 膜 清晰 ， 顶 体 完整 ， 顶 体内 容 物 、 
尾部 线粒体 外 鞘 及 核电 子 致密 度 较 高 (图 1、2)。 
冻 融 后 (Oh) 精子 头 部 质 膜 、 顶 体 结构 发 生 不 同 程 
度 的 改变 ,有 以 下 几 种 类 型 ;中 质 膜 单独 膨胀 , 较 
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表 2 5 种 培养 时 间 4 种 甘油 浓度 冻 融 精子 的 运动 度 、 质 膜 完整 率 及 顶 体 完整 率 (%)! 
Table 2 Motility, plasma membrane integrity and acrosome integrity values (%) (Mean + SD) of semen frozen 
with different glycerol concentration (v/v) and immediately incubated for 0, 0.5, 2, 4 and 6 h after 


thawing at 37 ^C! 


甘油 浓度 Glycerol concentration (96, v/v) 














特性 培养 时 间 
Characteristics Incubation time (h) 2 4 6 8 
运动 度 0 24.S+ 上 8.1Ab 41.8+7.73 34.6 x 6.25 30.2 x 7.39 
Motility 0.5 19.9x6.5* 37.5 x 9.4* 29.32 8.5? 27.4 x 10. 75 
2 17.8€ 5.3 31.8 x 8.6* 25.82 6.5* 20.4 x5.1* 
4 7.2 £4.8 18.9 £ 3.7* 13.4 x 3. 7h 9.4 x 4.39 
6 3.9€2.2* 9.7 x 2.6^ 4.9 x 2.0 3.6x1.5* 
质 膜 完整 性 0 27.6 € 6. 8^ 43.6 x 9.4? 35.72 8.6) 32.4 x 8.2% 
Plasma membrane integrity 0.5 23.7 €«8.7^ 38.4 £ 8.5? 31.529.4* 29.34 8.0^ 
2 19.5«6.5 32.6 x 7.5* 25.4416.8* 22.0 € 4.59 
4 9.924.5* 21.4 x 5.49 13.8 € 2.5* 10.4 x 3.3? 
6 4.5 «2.4 11.84.25 5.7x2.7 4.7 x2.8* 
顶 体 完整 率 0 31.7 +7.3% 48.4 x 10.6"? 42.8 x 12, 4* 35.52 9.29 
Acrosome integrity 0.5 28.4 € 8.1^ 43.2 £9.7^ 39.318.607 36.7 x 8.9% 
2 21.6 «6.5 35.8 x 7.3^ 29.2 x 9, 49^ 25.1 1 6.75 
4 14.4 x 5.9* 24.8 x 7.8* 20.8 x 8.4 16.8: 7.1% 
6 7.4x2.T 12.7 x 3.5* 10.3 x 3.8^ 8.842.9* 


!'n 25, One-way ANOVA, FASES. 在 同一 横行 中 ， 上 标 小 写字 母 不 相同 者 差异 显著 (已 <0.05); 大 写字 母 不 同 者 差异 极 显著 〈 己 < 


0.01)。 


1Data were analyzed by F -tests analysis of ANOVA procedure from SAS. In each row, different lowercase in superscript showed significant differ- 
ences ( P « 0.05) and different uppercase showed extremely significant differences ( P « 0.01). 


TE, TRJUCHEGERURUBIRE ; 项 体 及 其 内 外 膜 无 变化 
(图 3)。@ 项 体 膨 胀 ， 外 膜 出 现 襄 泡 且 有 轻微 破裂 ; 
项 体 前 端 严 重 膨 胀 ， 完 全 与 质 膜 相 融 合 ; 赤道 段 附 
近 的 项 体外 膜 相 对 完整 ， 顶 体 电子 致密 程度 减弱 ; 
覆盖 于 核 被 膜 上 的 项 体内 膜 完整 (图 4); 号 质 膜 极 
度 膨 胀 ， 边 缘 未 断裂 ; 项 体外 膜 完 全 消失 ， 项 体 省 
散 呈 圳 泡 状 ; 项 体内 膜 相 对 完整 或 产生 襄 泡 (图 5、 
6、7)。 人 @ 质 膜 断裂 或 消失 ; MEIE E RAE 
且 训 泡 分布 不 对 称 。 侣 内 膜 相 对 较 完整 (图 8、9)。 


内 膜 出 现 吉 泡 或 完全 消失 (图 10、11)。@ 项 体 


赤道 段 发 生 膨 胀 ， 膨 胀 之 处 表现 为 内 膜 与 核 相 脱 
离 ， 而 项 体 赤 道 段 内 外 膜 均 完整 ,分 别 与 项 体 头 部 
内 外 膜 相 连 ， 连 接 处 外 膜 膨 胀 与 内 膜 相 分 离 的 痕迹 
清晰 可 见 (图 8、10)。 其 中 全 、 由 为 较 常 见 类 型 。 
说 明 蓝 狐 精 子 冻 融 后 质 膜 极 易 发 生 膨 胀 或 断裂 、 项 
体 事 泡 化 或 消失 现象 。 
2.3 冻 融 后 蓝 狐 精 子 尾部 膜 结构 的 变化 

冻 融 后 蓝 狐 精 子 尾部 结构 变化 主要 有 以 下 几 种 
情况 : @ 尾 部 中 段 线粒体 内 电子 致密 度 降低 ， 而 且 


有 “空白 ” 段 出 现 , 线粒体 结构 也 模糊 (EI; 
吕 尾 部 中 段 线 粒 体 鞘 外 质 膜 极度 膨胀 ， 讲 泡 化 程度 
较 严重 (图 14、15); @ 尾 部 出 现 扭曲 、 肿 腾 、 质 
膜 破裂 或 损伤 脱落 等 多 种 现象 ， 螺 旋 线 粒 体 裸露 
(图 16、17、18)。 


3 i it 

3.1 甘油 浓度 及 冻 融 后 培育 时 间 对 精子 特性 的 影 
了 响 
Hammerstedt et al (1990), Farsted et al 


(19924) 认为 甘油 在 稀释 液 中 的 最 终 浓度 范围 为 
2% ~ 4% (v/v) 足以 能 够 保护 精子 细胞 ， 并 且 能 
够 在 快速 冷冻 过 程 中 将 毒性 作用 减少 到 最 小 ; 甘油 
浓度 过 高 ， 容 易 产生 渗透 损伤 。 本 文 的 结果 锁定 了 
甘油 浓度 的 适宜 浓度 : 无 论 是 冻 融 精子 的 运动 度 、 
质 膜 完整 率 ， 还 是 项 体 的 完整 性 ， 均 为 4% 浓 度 组 
最 高 ，2% 最 低 。 说 明 蓝 狐 精 液 冷冻 稀释 液 中 不 同 
甘油 浓度 所 起 的 保护 作用 不 同 。Concannon & Bat- 
tista(1989) 认 为 用 冷冻 的 犬 科 动物 精子 人 工 授精 ， 
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图 1~18 蓝 狐 精子 冻 融 前 后 的 超 微 结构 
Figs.1-18 Ultrastructrue of spermatozoa subjected to the process of freezing-thawing in blue fox 
A: 顶 体 (Acrosome); AC; 硕 体 帽 (Acrosomal cap); AES: 顶 体 炙 道 段 (Acrosome equatorial segment); AV: Tak 35€ 2 
(Acrosome vesicle); C: 中 心 粒 〈Centrioles); FS: £fffEX5 (Filament sheath); IAM: 顶 体内 膜 (Inner acrosome mem- 
brane); IAMV， 顶 体内 膜 囊 泡 化 (Inner acrosome membrane vesiculated); MS: 线粒体 畏 (Mitochondrial sheath); OAM: 
顶 体外 膜 (Outer acrosome membrane); OAMV: 顶 体 外 膜 囊 泡 化 (Outer acrosome membrane vesiculated) ; P; 质 膜 (Plas- 


malemma) 。 


1-2: 精子 冻 融 前 (Sperm before freezing and thawing); 3-18: 精子 冻 融 后 (Sperm after freezing and thawing) o 
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e UNI 


Carrow) ] x12 000 


Un 


. SAU). RP, AC. AES (箭头 ) [ Longitudinal section, showing P, AC, AES (arrow)] x8500 

. AWK, WRA, C, MS (箭头 ) [Longitudinal section, showing A, C, MS (arow)] x 10 000 

. PERK, A 未 发 生变 化 ，OAM 完整 (第 涉 ) [P expanded, A not changed, OAM intact. (arrow) ] x 8 000 

. P 未 膨胀 ，A 肿胀 ，OAM 7IRXEZEEL SEITE (Mk) [P not expanded, A distended, OAM discontinuous and vesiculated 


. 了 高 度 膨 胀 ，OAM 消失 ，A 形成 囊 泡 (A) [P highly expanded , OAM lost, A vesiculated (arrow) ] x 13 000 


6. 7. P RRIK, OAM 消失 , A, IAM Eit (E, (HA) [P highly expanded, OAM lost, A and IAM vesiculated (ar- 


row)] x 14000 


8. P 膨胀 断裂 ，OAM 消失 ，A ŽRE, AES 膨胀 (A) 


expanded (arrow)] x 10 000 


[P expanded and broken, OAM lost, A vesiculated, AES 


9. PHA, OAM 消失 ，AYV 扩大 ，IAM 较 完整 (Bik) | P broken, OAM lost, AV extended, IAM intact. (arrow) ] 


x 12 000 


10. P 断裂 ，AY 与 细胞 表面 相 脱 离 ，IAM 训 泡 化 ，AES 膨胀 〈 箭 头 ) [P discontinuous, AV detached from the cellular 
surface, IAM vesiculated, AES expanded (arrow)] x 13000 

l1. P 断裂 或 消失 ，IAM 消失 CHOC) [P broken or lost, IAM lost (arrow)] x 11 000 

12. PRX, OAM 于 泡 化 (箭头 ) [P broken, OAM vesiculated (arrow)] x 10 000 

13， 尾 部 中 段 和 主 段 纵 切 面 ， 示 P、FS 、MS (箭头 ) [Longitudinal sections of middle and principal pieces in caudal end , 


showing P, FS, MS (arrow)] x15000 


14, 15. 尾部 中 段 横 切 面 ， 示 极度 膨大 的 P、MS (E) [Transverse section of middle piece in caudal end, showing high- 


ly extended P, MS (arrow) ] x16000 


16. 17. 尾部 中 段 横 切面 ， 示 膨大 或 断裂 的 P、 正 常 中 段 横 切 面 (Mk) [Transverse section of middle piece in caudal 
end, showing extended or broken P, normal transverse section of middle piece in caudal end (arrow)]】 x 18 000 
18. 两 精子 尾部 的 横 切 面 ， 示 了 P、FS (3) [Transverse sections of caudal end in two sperms, showing P, FS (arrow)] 


x 21 000 


精子 活力 至 少 为 40% ~ 5096 才能 成 功 ， 而 Linde- 
Forsberg & Forsberg (1989) 报道 冷冻 的 精子 活力 在 
20% ~ 30% 就 可 以 受孕 。 本 研究 的 稀释 液 以 卵黄 - 
Tris - 果糖 - 柠 榜 酸 钠 为 基础 ， 没 有 其 他 防冻 成 分 ， 
4% 甘 油 浓度 组 精子 解冻 后 运动 度 (41.8%)、 质 膜 
完整 率 (43.6%)、 顶 体 完整 率 (48.4%) 均 已 达 
到 上 述 犬 科 动 物 人 工 繁殖 的 要 求 ， 所 以 4% 甘 油 浓 
度 为 蓝 狐 精 液 冷 冻 稀释 液 中 的 适宜 浓度 。 

Ström et al (1997) 的 研究 表明 厂 科 动物 精子 对 
冷冻 损伤 的 抗 性 较 弱 ， 冻 融 后 精子 的 活力 不 能 维持 
很 长 时 间 。 本 研究 冻 融 后 的 精子 在 37 CREF 
养 6h 再 检测 时 ， 所 有 组 具有 运动 度 的 精子 均 不 超 
过 10%， 与 Tsutsui et al (2000) 报道 的 犬 冻 融 精 子 
运动 度 结果 相 类 似 。 这 也 可 能 是 蓝 狐 冻 精 受 精 率 低 
的 原因 之 一 。 目 前 研究 已 证 实 厂 类 精子 冷冻 过 程 中 
甘油 的 适宜 浓度 还 可 能 与 稀释 液 中 其 他 成 分 、 冷 冻 
速率 、 冷 冻 - 解冻 程序 及 甘油 的 温度 有 关 (Li et 
al，2002) ， 但 主要 取决 于 精子 自身 的 种 类 。 

3.2 冻 融 后 精子 超 微 结构 的 变化 及 其 原因 

Hofmo & Berg (1989) 研究 了 蓝 狐 精子 冻 融 过 
程 中 膜 损伤 的 结果 ， 将 冻 融 后 精子 膜 结构 分 为 3 种 
类 型 : 第 1 类 是 质 膜 出 现 微 小 变化 ， 顶 体外 膜 有 训 
泡 及 破裂 ; 第 2 类 是 顶 体 外 膜 训 泡 扩大 ， 质 体 膜 扩 


张 接近 赤道 段 ; 第 3 类 是 质 膜 及 顶 体 全 部 丧失 。3 
种 类 型 中 第 2 种 为 常见 类 型 。 本 研究 结果 与 Hofmo 
& Berg (1989) 报道 的 结果 有 所 不 同 : 中 质 膜 膨胀 
而 顶 体 未 发 生变 化 ; @ 质 膜 无 变化 而 顶 体 外 膜 出 现 
FW: @ 很 少 出 现 质 膜 和 顶 体 消失 。TEM 下 前 两 种 
类 型 占有 一 定 比 例 。 其 原因 可 能 是 稀释 液 及 冷冻 一 
解冻 程序 的 差异 所 致 。Hofmo & Berg (1989) 研究 
中 所 使 用 的 甘油 含量 相对 较 高 (8% )， 可 能 会 对 精 
子 膜 结构 产生 损害 ; 本 研究 精液 离心 在 300 g 条 件 
下 进行 ， 而 Hofmo & Berg (1989) 是 在 1000g 下 
进行 ， 从 而 导致 质 膜 、 顶 体 全 部 丧失 。 

精子 在 冻 融 过 程 中 细胞 膜 结构 会 发 生 不 可 北 的 
物理 及 化 学 变化 (Paulenz,1993); 精 子 受到 冷冻 损伤 
后 , 质 膜 的 流动 性 减弱 ,而 通 透 性 增强 ,进而 发 生 顶 
体 损伤 . 顶 体内 外 膜 游离 顶 体 酶 释放 等 。 这 些 变 化 
均 降 低 了 精子 的 活力 和 受精 能 力 (Hammersted et al， 
1990)。 因 此 ,在 精子 冻 融 过 程 中 ,选择 有 利于 稳固 
膜 结构 的 稀释 防冻 剂 至 关 重 要 。 蓝 狐 冻 融 精 子 质 膜 
明显 肿胀 或 断裂 , 项 体外 膜 囊 泡 化 及 项 体内 容 物 泪 
散 , 与 哺乳 动物 精子 获 能 后 发 生 顶 体 反 应 的 结构 十 
分 相似 , 即 所 谓 “ 假 顶 体 反应 ”(Chen et al, 1992; Qin 
et al, 1995) ,但 二 者 之 间 结 构 变 化 的 机 理 是 否 完全 相 
同 , 还 有 待 进一步 研究 。 
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